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Resumo

O nematddeo Strongyloides stercoralis é responsavel pela estrongiloidiase cujo
diagnostico € realizado pela deteccdo de larvas nas fezes. Porém a baixa eliminacao de larvas
dificulta a deteccdo da doenca em especial em casos de imunossupressdo. Testes
imunodiagndsticos tém sido desenvolvidos, porém ha dificuldade de se obter larvas de S.
stercoralis para a producdo de extrato antigénico homdlogo assim o parasito Strongyloides
venezuelensis e suas diferentes formas evolutivas sdo utilizados para producdo de extratos
antigénicos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a deteccdo de anticorpos anti S.
venezuelensis a partir de extratos alcalinos de larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos na
estrongiloidiase experimental associada & imunossupressdo. Ratos machos foram divididos em
dois grupos: ndo-imunossuprimidos e imunossuprimidos experimentalmente infectados e o
soro de todos os animais foram obtidos no 0, 5°, 8%, 13° e 21° dias pos-infeccdo (d.p.i.). O teste
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) foi realizado para comparar o potencial reativo
dos extratos alcalinos de larva L3, fémeas partenogenéticas e ovos de S. venezuelensis em ratos
ndo-imunossuprimidos e imunossuprimido. Immunoblotting foi avaliado quanto sua deteccao
de 1gG anti S. venezuelensis em ambos o0s grupos frente aos extratos alcalinos das trés formas
evolutivas do parasito. No ELISA comparativo todos extratos foram efetivos na deteccdo de
anti-1IgG de S. venezuelensis. O extrato de larvas apresentou reatividade a partir do 5° d.p.i
cessando no 21° d.p.i. no grupo nao-imunossuprimido enquanto o grupo imunossuprimido essa
reatividade permaneceu no 21° d.p.i.. O immunoblotting apresentou perfil de reatividade com
fracdes imunorreativas no grupo imunossuprimido a partir do 5° d.p.i. enquanto o grupo néo-
imunossuprimido a reatividade a partir do 8° d.p.i. Os extratos alcalinos de fémeas
partenogenéticas e de ovos apresentaram similar perfil de reatividade tanto no ELISA
comparativo quanto no immunoblotting. Fracdes proteicas imunorreativas de 26 e 17 kDa
presentes no extrato alcalino de larvas apresentaram como importantes marcadores de infeccéo
em animais imunossuprimidos. Conclui-se que todos os extratos alcalinos possuem potencial
diagndstico na estrongiloidiase experimental com destaque para o extrato de larvas em casos de
imunossupressao, sendo o immunoblotting uma importante ferramenta diagndstica
complementar.

Palavras-chave: imunossupressao, Strongyloides venezuelensis, Immunoblotting, ratos.



Abstract

Immunoblotting using alkaline extracts of L3 larvae, parthenogenetic females or eggs of
Strongyloides venezuelensis in experimental strongyloidiasis associated with
immunosuppression.

The nematode Strongyloides stercoralis responsible for strongyloidiasis diagnosed by
detection of larvae in feces. However, the elimination of low larvae hampers the detection of
disease particularly in cases of immunosuppression. Immunodiagnostic tests have been
developed, but the difficulty of obtaining larvae of S. stercoralis for the production of
homologous antigenic extract, thereby Strongyloides venezuelensis and their different
evolutionary forms for the production of antigen extracts. The aim of this study was to evaluate
the detection of antibodies anti S. venezuelensis against alkaline extracts of L3 larvae,
parthenogenetic females or eggs in experimental strongyloidiasis associated with
immunosuppression. Male rats were divided into two groups: non-immunosuppressed and
immunosuppressed experimentally infected and serum from all animals were obtained at 0, 5",
8" 13™ and 21™ days post infection (d.p.i.). The test enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was performed to compare the reactive potential of alkaline extracts of L3 larvae,
parthenogenetic females and eggs of S. venezuelensis in rats non-immunosuppressed and
immunosuppressed. Immunoblotting was also evaluated for detection of IgG anti S.
venezuelensis in both groups front to alkaline of the three developmental forms of the parasite
extracts. In all comparative ELISA extracts were skilled in detecting 1gG S. venezuelensis. The
extract of larvae showed reactivity from the 5™ dpi ceasing at 21" d.p.i in the non-
immunosuppressed group while the group immunosuppressed this reactivity remained at 21
d.p.i. immunoblotting showed the reactivity profile with immunoreactive fractions in
immunosuppressed group from the 5™ d.p.i. while the non-immunosuppressed group reactivity
from 8" d.p.i. The alkali extracts of parthenogenetic females and eggs showed a similar profile
of reactivity in both ELISA and immunoblotting. Immunoreactive protein fractions of 26 and
17 kDa present in the alkaline extract of larvae presented as important markers of infection in
immunosuppressed animals. It is concluded that all alkali extracts have diagnostic potential in
experimental strongyloidiasis especially the larval extract in cases of immunosuppression, and
immunoblotting an important complementary diagnostic tool.

Keywords:immunosuppression, Strongyloides venezuelensis, immunoblotting, rat.
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1. INTRODUCAO

O nematddeo Strongyloides stercoralis (BAVAY, 1876) infecta 30 a 100 milhdes de
pessoas em 70 paises e é responsavel pela geohelmintiase estrongiloidiase (SIDDIQUI; BERK,
2001; PAULA, COSTA-CRUZ, 2011; LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014). O parasito foi
identificado primeiramente em soldados franceses que retornavam de servico militar na
Conchinchina (atual Vietnd) por Louis A. Normand (GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2011).
Os parasitos foram entdo descritos pelo Professor Arthur Réné Jean Baptiste Bavay, que 0s
nomeou primeiramente como Anguillula intestinalis, por isso a denominacdo de anguilulose
para a doenca ocasionada por esse helminto. O género Strongyloides foi definido em 1879 por
Grassi, apds a descoberta de Normand. A demonstracdo de que no ciclo de vida desse parasito
ocorre uma fase estercoral constituida por parasitos de vida livre e outra fase intestinal
representada pela fémea parasita originou a denominacdo Strongyloides stercoralis, Stiles e
Hassall, 1902. (“Strongylus” = arredondado; “oides” = semelhantes; “stercus” = esterco)
(GROVE, 1996). Ribeiro da Luz reportou pela primeira vez em 1880, no Estado do Rio de
Janeiro, a importancia do S. stercoralis como agente etioldgico da estrongiloidiase no Brasil e,
posteriormente, em 1948, Moraes enfatizou a importancia médico-sanitaria dessa parasitose
(MORAES, 1948; MAIA et al., 2006; COSTA-CRUZ, 2011).

Os nematddeos do género Strongyloides pertencem ao reino Metazoa, filo Nematoda,
classe Secernentea, ordem Rhabditida, familia Strongyloididae que é composta por parasitos de
interesse médico e veterinario (REY, 2001). Admite-se atualmente 52 espécies do género
Strongyloides que podem ocorrer em aves, repteis, anfibios, mamiferos domésticos e silvestres

e no homem causando a estrongiloidiase (GROVE, 1996).
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1.1 Epidemiologia da estrongiloidiase

Das diferentes espécies do género Strongyloides, apenas duas acometem o homem: S.
stercoralis e S. fuelleborni (Von Linstow, 1905) sendo o ultimo com ocorréncia em algumas
regides da Africa e Asia (LEVINE, 1980; COSTA-CRUZ, 2011, SCHAR et al., 2013).

Com distribuicdo mundial heterogénea, a estrongiloidiase apresenta areas de predilecao
no Sudoeste da Asia, Brasil, Coldmbia, Sul dos Apalaches, Leste Europeu, Oeste da Africa,
algumas ilhas do Caribe e regides dos Estados Unidos (GENTA,1989, BOULWARE et al.,
2007; FARDET et al., 2007; PAULA, COSTA-CRUZ, 2011; SCHAR et al., 2013). Trés
regibes mundiais foram definidas de acordo com a prevaléncia da infeccdo: esporadica (< 1%),
endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%) TUERCHLER apud PIRES; DREYER, 1993;
RODRIGUEZ et al.,, 2001). Todas as areas agrupadas como hiperendémicas estdo situadas
nos tropicos, onde as condic¢des climaticas favorecem a disseminacgéo deste parasito.

As larvas de S. stercoralis estdo sujeitas a tropismos que de algum modo tém
importancia epidemiolégica na helmintiase como o geotropismo negativo (movimento de
ascencdo das larvas pelas superficies e outros movimentos em sentido contrario a terra),
histotropismo positivo (fator determinante na penetracdo das larvas infectantes através da
pele que estd associado ao termotropismo positivo, hidrotropismo positivo, quimiotropismo
ao Oy) e quimiotropismo negativo ao CO, (MORAES, 1948).

Na Europa, a infeccdo prevalece em pessoas que trabalham no campo, enquanto que
nos trépicos acomete principalmente as criancas pela frequente permanéncia em solos
contaminados (GROVE, 1996). Em paises desenvolvidos as taxas de infeccdo pelo parasito
estdo relacionados com imigrantes e refugiados atingindo valores de 75%; muitas das vezes 0s
individuos parasitados sdo assistidos nos hospitais nos paises que o hospedam aumentando a
taxa de infeccdo nesses paises, sendo esta variavel dependendo do pais de origem do individuo

infectado (SHAR et al., 2013). Na América Latina apresentou areas de alta prevaléncia (>
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20%) como a Argentina, Equador, Venezuela, Peru e Brasil, em estudo epidemioldgico que
avaliou a prevaléncia do S. stercoralis (BUONFRATE et al., 2014). No Brasil, essa parasitose
tem grande importancia em saude publica com taxas de infeccdo variando de acordo com as
diversas regides e métodos de escolha para o diagnostico parasitologico (PAULA, COSTA-
CRUZ, 2011). A ocorréncia deste parasito tem sido analisado pelos métodos de Baermann-
Moraes e de Lutz, em Minas Gerais, nos anos de 1998 a 2002 e a positividade foi de 2,4%, em
criancas (DE PAULA et al., 2000) e 33,3%, em grupos de alcoolatras (OLIVEIRA et al.,

2002).

1.2 Morfologia e ciclo bioldgico de S. stercoralis

O parasito apresenta seis formas evolutivas: fémeas partenogenéticas, ovos, larvas
rabtidoides, fémeas de vida livre, machos de vida livre e larva filarioide, todas

morfologicamente distintas (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2011).

A fémea partenogenética parasita adulta mede 1,7 a 2,5 mm de comprimento e 35 a
45mm de diametro, apresentando uma porcdo anterior mais afilada e a uma posterior curta e
romba. Ao longo do corpo apresenta uma cuticula fina, semi-transparente e estriada
transversalmente em toda a extensdo. Em posicdo ventral, encontra-se a vulva no terco
médio do corpo, contendo dois labios distintos e pouco proeminentes. O anus localiza-se
transversalmente, proximo a extremidade posterior. Um aparelho digestério simples, com boca
hexagonal provida de labios inconspicuos cercados por seis papilas, a qual seguem-se uma
pequena cavidade bucal e um curto vestibulo. O esdfago alongado, filariforme, cilindrico,
com pequena dilatacdo anterior, mede de um terco a um quarto do comprimento do helminto.
Apresenta dois canais excretores longitudinais, localizados ao longo do parasito, conectados

um ao outro e a uma unica célula excretora, por um ducto transversal, imediatamente atras do
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anel nervoso. O sistema reprodutor em posicdo anfidelfa ocupa quase a totalidade dos dois
tercos posteriores do parasito. O utero com numero reduzido de ovos em geral de 6 a 9 ovos
com graus varidveis de maturacao, estdo dispostos seriadamente, ovidutos em continuacdo e na
mesma orientacdo dos uteros (MORAES, 1948; GROVE, 1996). Os ovos formados, no
principio ttm uma unica célula (metamera) a qual se divide progressivamente até formar
morula e depois embrido. As caracteristicas cromossomais das fémeas partenogenéticas
parasitas (triploides) estdo de acordo com sua capacidade de reproducdo a partir da
partenogénese (MORAES, 1948; HENDRIX et al., 1987). A reproducdo por partenogénese
permite ao parasito a producao de ovos haploides (1N), diploides (2N) ou triploides que dardo
origem a larvas rabditoides com uma dessas caracteristicas genéticas citadas anteriormente,
sendo estas diferenciadas em machos de vida livre quando forem haploides, fémeas de vida
livre quando forem diploides e larvas L3 infectantes quando forem triploides (MORAES, 1948;
HENDRIX et al., 1987).

A fémea de vida livre ou estercoral, menor que a fémea partenogenética, é fusiforme e
mede de 0,8 a 1,2 mm de comprimento e 50 mm de didmetro. Possui uma cuticula hialina,
translucida, delgada e estriada transversalmente. Apresenta extremidade anterior arredondada
e posterior afilada pontiaguda. Provida de uma boca pequena, com labios inconspicuos,
seguida por curto vestibulo. Es6fago curto, medindo entre a sétima e a oitava parte do
comprimento total do corpo, dividido em trés por¢des, uma anterior, cilindrica e alongada, uma
intermediaria estreita e uma posterior globulosa (bulbo), aproximando-se do tipo
rabdiforme. Anus situado junto a uma papila proximo a extremidade posterior. Vulva situada
proxima ao meio do corpo, com dois labios conspicuos, proeminentes. Uteros em posicio
anfidelfa, ocupando grande parte do corpo do helminto, contendo cada um até 28 ovos em

graus diversos de evolucdo dispostos seriadamente. Oviduto em continuacdo com os Uteros,
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ligando-se aos ovarios dobrados em orientacdo contraria aos respectivos Uteros (MORAES,
1948; GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2011).

O macho de vida livre apresenta corpo cilindrico, estreitando-se para a extremidade
anterior, que é arredondada e a posterior afila-se abruptamente, recurvando-se ventralmente
terminando em ponta romba. Semelhante a fémea apresenta uma cuticula, labios indistintos,
esofago com morfologia analoga a da fémea e equivalente a sexta ou sétima parte do
comprimento do corpo. Testiculos ocupando grande extensdo do corpo, contendo
espermatogdnias, espermatdcitos e espermatozoides, abrindo em uma cloaca rodeada por dois
espiculos copulatdrios, iguais ou sub-iguais canaliculados, curvos e medindo aproximadamente
38mm, intimamente relacionados com o gubernaculo. Seis pares de papilas pré-cloacais
desenvolvidas e um par de papilas cloacais de dificil observacdo (MORAES, 1948; GROVE
1996).

As larvas rabditoides s&o as formas encontradas nas fezes ou nos fluidos intestinais.
Tanto as da fémea parasita com as de vida livre sdo indistinguiveis, com a porcéo anterior fina
e arredondada; extremidade posterior afilando-se gradualmente terminando em ponta com
apice rombo. Cuticula delgada e hialina, que apoia sobre uma camada granular, provavelmente
de gordura. Boca pequena, com vestibulo curto com profundidade sempre menor que o
diametro da larva, ao contréario do que se observa nas larvas de ancilostomatideos, em que o
vestibulo é alongado e sua profundidade igual ao didmetro do corpo. Es6fago com dois bulbos,
o anterior cilindrico e alongado, o posterior globuloso e entre os dois uma por¢édo estreitada,
seu comprimento varia com o desenvolvimento da larva. Intestino com a porcdo anterior mais
estreita. Anus relativamente afastado da extremidade posterior.  Primérdio genital
desenvolvido e um pouco atrds do meio do corpo, formando um conjunto de células em
nimero de 6 a 18. Esse cardter € muito interessante para sua diferenciagdo das larvas

rabditoides dos ancilostomatideos, em que o esboco genital é apenas vestigial (MORAES,
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1948; GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2011). A larva filarioide (L3) é a forma infectante capaz
de penetrar a pele e as mucosas, sendo vista migrando pelos tecidos do hospedeiro. Dois tipos
distintos de L3 sdo descritos um que é de vida livre e outro presente na autoinfecgéo, diferem
morfologicamente no tamanho e detalhes no eséfago, com o Gltimo sendo um pouco maior e
mais destacado (GROVE, 1996).

Os ovos sdo depositados na mucosa intestinal nas glandulas de Liebekihn, sua forma é
eliptica, parede fina e transparente, deixando perceber no momento da postura o embrido
parcial ou inteiramente desenvolvido. Medindo de 50-58 mm e comprimento por 30-34mm de
didmetro. Excepcionalmente, em individuos com o transito intestinal acelerado, pode-se
observar nas fezes ovos do helminto ja embrionados (MORAES, 1948; GROVE, 1996).

O ciclo de vida de S. stercoralis é complexo quando comparado a outros nematddeos
alternando entre ciclo de vida livre e ciclo parasitario, ndo apresentando eliminacdo de ovos e
sim de larvas rabditoides (L1 e L2) nas fezes (MORAES, 1948; GENTA, 1989; IRIEMENAM
et al., 2010). Uma vez penetrada a pele do individuo, a larva filarioide atinge a corrente
sanguinea e linfatica fazendo rota pelo coracdo e pulmdes, onde se diferencia de larva L3 para
L4. As larvas L4 atingem a arvore brénquica chegando a faringe onde podem ser expelidas ou
deglutidas atingindo o intestino delgado onde se fixam na mucosa diferenciando-se em fémea
partenogenética, que passa a liberar ovos (SIDDIQUI; BERK, 2001; COSTA-CRUZ, 2011).
Os ovos séo eliminados na mucosa intestinal e antes de atingirem o intestino grosso eclodem
liberando larvas rabditoides juntamente com as fezes ocorrendo sua diferenciacdo de L2 para
L3 em condicGes apropriadas, como solo arenoso, umidade alta, temperatura entre 25° a 30° e
auséncia de luz solar direta, como também podem diferenciar-se em larvas infectantes L3 no
proprio intestino do hospedeiro dando continuidade ao ciclo de vida livre e parasitario
respectivamente (MAHMOUD, 1996; SIDDIQUI; BERK, 2001; COSTA-CRUZ, 2011;

MACHADO et al., 2011, REQUENA-MENDEZ et al., 2013)
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1.3 Sintomatologia

A infeccdo por S. stercoralis pode evoluir para erradicacdo, cronicidade decorrente da
auto-infeccdo e hiperinfeccéo ou disseminacdo (COSTA-CRUZ, 2011).

Normalmente na estrongiloidiase muitos individuos infectados sdo assintomaticos,
enquanto que outros podem apresentar desconfortos intestinais. A presenca de ovos, larvas e
parasitos adultos na mucosa do intestino delgado resulta em reacdo inflamatdria, podendo
ocorrer a sindrome de ma absorcdo, diarréia cronica com perda protéica, dor abdominal,
hemorragia com desenvolvimento de quadros de hipoalbuminemia e anemias (GROVE, 1996;
SHERDING; JOHNSON, 1998; BOULWARE et al., 2007; FARDET et al., 2007). Os
sintomas pulmonares apresentam intensidade varidvel, estando presentes em todos 0s
individuos infectados, caracterizando-se por tosse com ou sem expectoracao, dispnéia, crises
asmatiformes decorrentes das larvas filarioides e ocasionalmente das fémeas, que ai podem
atingir a maturidade liberando larvas rabditoides. A migracdo e a diferenciacdo das larvas
filarioides podem provocar rompimento dos capilares dos alvéolos causando hemorragias e
infiltrado inflamatério, constituido de linfécitos e eosinéfilos e podem ser limitados ou em
casos mais graves, provocar a Sindrome de Loffler, edema pulmonar e insuficiéncia
respiratéria (PIRES; DREYER, 1993; MUKERJEE et al., 2003; COSTA-CRUZ, 2011,
SIEGEL, SIMON, 2012).

Esta infeccdo também pode apresentar sensacBes de prurido e pode se observar larvas
migrando para derme, denominada sindrome da larva currens. A intensidade dos sintomas esta
relacionada com a carga parasitaria no intestino do individuo. No entanto, em casos de
imunossupressao, como os induzidos pela infeccdo do virus linfotrépico humano do tipo 1
(HTLV-1), tratamento com corticosteroides ou quimioterapia citotoxica, pode ocorrer aumento

exacerbado da carga parasitaria levando a sindrome de hiperinfeccdo e até mesmo a
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disseminacdo das larvas pelo corpo, sendo esta Ultima associada a um mau prognostico

(MARCOS et al., 2008; ROXBY, GOTTLIEB, LIMAVE, 2009; BON et al., 2010).

1.4 Perfil de resposta do hospedeiro

O sistema imune do hospedeiro determina os fatores e evolugdo da infeccéo,
desenvolvendo anticorpos das classes 1gG, IgA, IgM e IgE especificos, sendo o IgE
apresentado em niveis elevados em pacientes imunocompetentes e niveis normais em pacientes
imunocomprometidos e com infeccdo disseminada, ocorrendo uma elevacao de 1gG4 em casos
graves. Existem intera¢6es dindmicas entre as respostas imunes apresentando perfil Thl e Th2,
sendo o ultimo predominante na resposta contra S. stercoralis (GENTA, 2004; RODRIGUES
etal., 2007; MACHADO et al., 2009, 2011).

O estudo da estrongiloidiase humana torna-se cada vez mais importante devido ao
aumento de individuos imunossuprimidos em decorréncia de fatores como: uso de corticéides,
aumento de transplante de 6rgédo, disseminagdo do virus da AIDS, desnutricdo, aumento do
consumo de bebidas alcodlicas e pacientes com cancer gastrointestinal (GOMPELS et al.,
1991; NOZAIS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002; KEISER; NUTMAN, 2004; SAFDAR et
al., 2004, MACHADO et al., 2008b).

Na estrongiloidiase, alguns hospedeiros desenvolvem infecgdo assintomatica e cronica,
enquanto outros apresentam sintomas leves com cura espontadnea, e outros ainda, a
hiperinfeccdo com doenca disseminada. A variagdo destes sintomas pode estar relacionada com
a capacidade do sistema imunologico de desenvolver ou ndo resposta imune contra o parasito e
do grau de infeccdo que resultaria em menor ou maior sintomatologia (GROVE, 1996;

SHERDING; JOHMSON, 1998; FARDET et al., 2007, SAID et al., 2007).
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Vaérios fatores imunoldgicos podem estar envolvidos no recrutamento de eosinofilos e

outras células para o sitio inflamatério, auxiliando na protecdo do hospedeiro contra agdo dos
helmintos e de outros agentes patologicos (FERREIRA et al., 2007). Na estrongiloidiase os
mecanismos de acdo ainda ndo estdo completamente esclarecidos uma vez que, em alguns
casos, pode haver ativacdo da resposta imune mediada por células ou humoral, enquanto que
em outros, ocorre supressao desta resposta, de tal forma que estes mecanismos responsaveis
pela expulsdo do parasito podem estar pouco presentes ou mesmo ausentes (GAUSE, URBAN,
STADECKER, 2003; NEGRAO-CORREA et al., 2006). Os conhecimentos a respeito dos
mecanismos que o parasito utiliza para evadir da resposta imune do hospedeiro tanto na

estrongiloidiase humana quanto em modelos experimentais sdo ainda insipientes.

1.5 Imunossupressdo na estrongiloidiase

A imunossupressdao tem sido associada aos casos de sindrome de hiperinfeccdo
principalmente quando ocorrem alteracdes na imunidade mediada por células sendo
identificados como fatores de risco para o desenvolvimento da sindrome. As duas condigdes
que foram mais frequentemente reconhecidas como fatores predisponentes ao desenvolvimento
da sindrome de hiperinfec¢do sdo a utilizacdo de corticosterdides e a infec¢do pelo HTLV-1.
Estudos da doenca disseminada em doentes transplantados, asmaticos, portadores de doenca
pulmonar cronica e paciente com doenca autoimune mostraram que a terapia de
corticosteroides tem sido um denominador comum no desenvolvimento de uma infeccéo grave
(MEJIA; NUTMAN, 2012).

Em casos de individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

estudos epidemiologicos atuais sugerem que o HIV ndo é um fator de risco para
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estrongiloidiase disseminada. O impacto do HIV sobre a susceptibilidade a infeccdo por S.
stercoralis ndo estd bem definido (SIEGEL, SIMON, 2012).

Apesar do fato de que o HIV e glucocorticosterdides serem supressores imunes as suas
atividades imunossupressoras sdo diferentes. A infeccdo por HIV resulta principalmente na
perda do perfil do tipo Thl enquanto o perfil Th2 pode ser pouco prejudicado ou melhorado;
ndo indicando que a infecgdo pelo HIV, leva a uma melhora na atividade contra S. stercoralis
ou que o hospedeiro infectado possua atividade anti Strongyloides equivalente a de um
individuo imunologicamente normal. No entanto, pode ser que a atividade de Th2 no
hospedeiro do HIV ajude a prevenir a disseminacdo de S. stercoralis na populacdo infectada

pelo HIV (SIEGEL, SIMON, 2012).

1.6 Modelo experimental na estrongiloidiase

Strongyloides venezuelensis é um nematodeo de roedores selvagens, freqlientemente
utilizado como organismo modelo para avaliar interacdo parasito-hospedeiro, aspectos
moleculares durante a infeccdo, eficadcia de novas terapias e muitas caracteristicas
imunoldgicas da estrongiloidiase. Também tem sido usado para padronizar novas técnicas
imunoldgicas para aperfeicoar o diagnostico de estrongiloidiase humana (MACHADO et al.,
2003; GONGCALVES et al., 2008; MARRA et al., 2011, GONCALVES et al., 2012a).
Apresentam uma rota de migracdo em roedores, semelhante a de S. stercoralis em seres
humanos (NEGRAO-CORREA et al., 2003; FERREIRA et al., 2007; GONCALVES et al.,
2008).

S. venezuelensis produz grande nimero de larvas infectantes em culturas de fezes de
ratos infectados experimentalmente, simplificando a producdo de antigenos, com a

possibilidade de identificar fracdo antigénica Unica que pode ser reconhecida com precisdo e
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especificidade por IgG especificos contra a estrongiloidiase (MACHADO et al., 2003, 2008a,
GONCALVES et al., 2008). Nesse sentido o emprego de modelos experimentais como S.
venezuelensis apresentam boa aplicabilidade, pois sdo seguros por ndo infectarem humanos

além de apresentarem bom rendimento larval em culturas de fezes.

1.7 Diagndstico da estrongiloidiase

O diagndstico de estrongiloidiase é realizado a partir de sinais clinicos e sintomas,
eosinofilia e achados soroldgicos, porém a deteccdo de larvas nas fezes é o método de
escolha(GENTA, 1989; LIU, WELLER, 1993; GROVE, 1996; SIDDIQUI, BERK, 2001;
GANESH, CRUZ JR, 2011, LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014).

As técnicas de exame coproparasitologico como Hoffmann, Pons e Janner (1934),
Faust; Switz e Tobie (1939) e Ritchie (1948) ndo sdo sensiveis na deteccdo do parasito, sendo
0s métodos de Baermann (1917), modificado por Moraes (1948), Rugai e cultura em placa de
4gar sdo mais sensiveis que os demais métodos (SIDDIQUI; BERK, 2001; SUDRE et al.,
2006; INES et al., 2013; REQUENA-MENDEZ, 2013; LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ,
2014). Na maioria dos casos a carga parasitaria é baixa e a liberacdo de larvas minima, dessa
forma um Gnico exame de fezes ndo é suficiente para detectar a infeccdo em 70% dos casos
(LIU; WELLER, 1993; SIDDIQUI; BERK, 2001). As repeticdes dos exames melhoram a
chance de encontrar parasitos e aumentam a sensibilidade em diagnosticar a infeccdo em 50%
com trés exames e 100% com sete amostras analisadas em série (SIDDIQUI; BERK, 2001).
Como o exame de multiplas amostras de fezes € bastante inconveniente para o paciente e
consome muito tempo, a maioria dos médicos relutam em utiliza-lo (HIRA et al., 2004).

Recentemente, a deteccdo de DNA do parasito em amostras fecais utilizando a teste de

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) provou ser um método sensivel e especifico para o
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diagnostico de S. stercoralis (VERWELJ et al, 2009; KRAMME et al., 2011, SITTA et al.,
2014), embora ndo seja facilmente adaptavel para uso em situacbes clinicas em que as
instalacBes de laboratdrio sdo muitas vezes limitadas (INES et al., 2011).

Testes imunodiagndsticos tém sido realizados, com sucesso (SIDDIQUI; BERK, 2001).
Ensaios como o enzyme-liked immunosorbent assay (ELISA), Reacdo de imunoflorescéncia
indireta (RIFI) e Western blotting ou Immunoblotting sdo Uteis para avaliacdo da resposta
imune do hospedeiro em formas assintomaticas da infeccdo auxiliando no diagndstico clinico
por apresentarem maior sensibilidade quando comparados com os métodos parasitolégicos
(FOGACA et al., 1990; LINDO et al., 1994; SUDRE et al., 2006; BOSCOLO et al., 2007;
GONCALVES et al., 2012a; LEVENHAGEN, COSTA-CRUZ, 2014).

Uma das limitagdes apresentadas para o desenvolvimento e padronizacdo de testes
sorologicos mais sensiveis e especificos ¢ a dificuldade em se obter quantidades suficientes de
antigenos homdlogos que permitam seu posterior fracionamento e analise (COSTA-CRUZ et
al., 1998; ROSSI et al., 1993; FELICIANO et al., 2010, GONCALVES et al., 2012a).

Pesquisas experimentais tém sido realizadas visando aumentar a obtencéo de antigenos
heter6logos. Estudos com espécies de Strongyloides que se desenvolvem em roedores como 0
S. venezuelensis, possuem determinantes antigénicos que apresentam reagdo cruzada com 0s
antigenos de S. stercoralis, tem mostrado resultados satisfatérios com antigenos heter6logos
para diagnosticar a estrongiloidiase humana (SATO et al., 1990; SATO, KOBAYASHI,
SHIROMA, 1995; MACHADO et al., 2008; RIGO et al., 2008).

Diferentes preparagdes antigénicas podem ser utilizadas no diagndstico da
estrongiloidiase humana sendo atualmente realizado com antigenos totais de extratos de larvas
infectantes de varias espécies de Strongyloides. Estudos recentes tém demonstrado que fracdes
de extrato salino total de larvas filarioides de S. venezuelensis podem ser utilizados na detecgéo

de infeccOes por S. stercoralis (RIGO et al., 2008; FELICIANO et al., 2010; GONZAGA et
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al., 2011). Feliciano et al. (2014) utilizando de técnica de Phage Display selecionou peptideos
mimeéticos a partir de extrato salino de S. venezuelensis identificando potenciais marcadores de
infeccdo por S. stercoralis em soro humano utilizando técnica de Phage-ELISA.

As diferentes formas evolutivas do parasito como as fémeas partenogenéticas e 0s 0vos
também apresentam potencial uso como antigenos (GONCALVES et al., 2012b).

Em modelos experimentais infectados por S. venezuelensis, o fato de o roedor eliminar
ovos nas fezes tem indicado que o uso de extrato antigénico de ovos no diagndstico seria de
grande relevancia, ao passo que na estrongiloidiase humana além do extrato antigénico de
larva, seria possivel o uso de extrato antigénico produzido a partir de fémeas partenogenéticas,
visto que € essa forma que se estabelece na mucosa intestinal (GONCALVES et al., 2012b).

Nos Ultimos anos pesquisas estdo sendo realizadas no sentido de melhorar o diagndstico
sorologico da estrongiloidiase. Os estudos enfatizam a criacdo de um método diagnostico
confiavel, que seja acessivel a populacdo com estrongiloidiase. A detec¢do de anticorpos
utilizando antigeno heterdlogo tem sido amplamente utilizado no imunodiagnostico da
estrongiloidiase humana, especialmente, para levantamento epidemiolégico (COSTA-CRUZ et
al, 1997; MACHADO et al, 2003; GONCALVES et al., 2012c). No entanto, niveis de
anticorpos ainda ndo diferenciam totalmente entre infeccdo ativa de resultados sorolégicos
falsos positivos. Além disso, testes imunodiagnosticos ndo séo capazes de distinguir casos com
eliminacdo de larvas detectaveis em exames coproparasitoldgicos dos casos com exames de
varias amostras fecais negativas para S. stercoralis, mas com resultados positivos em ensaios
sorologicos. Por essa razdo, ainda ndo foi estabelecida uma estratégia de triagem ideal
(SUDARSHI et al., 2003; HIRA et al., 2004).

Nesse sentido a pesquisa de anticorpos IgG anti S. venezuelensis em diferentes formas
evolutivas por técnica de immunoblotting pode ser uma ferramenta complementar na detecgéo

de infeccdo por S. stercoralis em casos de imunossupresséo.
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2. OBJETIVO GERAL

v' Detectar anticorpos anti S. venezuelensis frente aos extratos alcalinos de larvas L3,
fémeas partenogenéticas ou ovos de S. venezuelensis através de técnica de
Immunoblotting para caracterizagdo de fragOes proteicas imunorreativas na

estrongiloidiase experimental associada a imunossupressao.

2.1 Objetivos especificos

v Produzir extratos alcalinos a partir de larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos de

S. venezuelensis.

v' Comparar a deteccdo de anticorpos antilarvas L3, antifémeas partenogenéticas ou
antiovos de S. venezuelensis em soro de ratos ndo-imunossuprimidos e

imunossuprimidos por ELISA.

v' Demonstrar o perfil eletroforético dos extratos alcalinos de larvas L3, fémeas

partenogenéticas ou ovos de S. venezuelensis por eletroforese SDS-PAGE.

v Detectar anticorpos anti Strongyloides venezuelensis frente aos extratos alcalinos de
larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos em amostras de soro de ratos (Rattus
norvegicus Wistar) ndo-imunossuprimidos e imunossuprimidos experimentalmente

infectados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os principios
éticos em pesquisa animal adotados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e aprovado sob o parecer de N° 102/10.

As cepas de S. venezuelensis foram obtidas e mantidas conforme constam no projeto
“Manuten¢do da cepa de Strongyloides venezuelensis em Rattus novergicus Wistar” aprovado

sob o parecer do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA/UFU) de N° 075/08.

3.2 Animais

Foram utilizados 60 ratos machos, pesando de 120-180g, com idade entre 6 a 8
semanas da espécie Rattus norvegicus Wistar, imunossuprimidos ou ndo, mantidos no Centro
de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia.

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo nao-imunossuprimidos (ratos
selvagens infectados com S. venezuelensis, n = 30, sendo 6 animais por ponto de experimento
0, 5° 8° 13° e 21° dias pOs-infeccdo — d.p.i.), Grupo imunossuprimidos (ratos
imunossuprimidos com dexametasona e infectados com S. venezuelensis, n = 30, sendo 6
animais por ponto 0, 5° 8° 13° e 21° dias poOs-infec¢do — d.p.i.). Os animais do ponto O da
cinética de infeccdo foram utilizados como padréo negativo nos experimentos (animais do dia

0 de ambos grupos).
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3.3 Obtencao de larvas filarioides (L3) de S. venezuelensis

O parasito foi mantido experimentalmente pela infeccdo em ratos da espécie Rattus
norvegicus (Rodentia, Muridae) da linhagem Wistar Greenman & Donaldson (1906), no
Laboratorio de Diagnostico de Parasitoses do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Fezes de ratos Wistar infectados foram mantidas em cultura de carvéo animal por 3 dias
a 28 °C, segundo Loos (1905 apud NEVES et al., 2011). Apds este processo larvas filarioides

foram recuperadas pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (1954).

3.4 Imunossupressdo com fosfato de dexametasona

Para a supressdao imune, ratos Wistar (120g) do grupo imunossuprimido foram
imunossuprimidos com Fosfato de Dexametasona 5 pg/mL em &gua durante 5 dias
(ROMAND; THULLIEZ; DUBEY, 1998). A solucdo preparada foi transferida para
bebedores em gaiolas proprias para ratos correspondentes ao grupo dos imunossuprimidos. A
solucdo era reposta diariamente conforme o consumo pelos animais durante o periodo de

imunossupressao.

3.5 Infeccédo experimental

Os animais de ambos grupos foram infectados experimentalmente pela inoculacdo de
1500 larvas (L3) de S. venezuelensis via subcutanea (s.c). Para o monitoramento da infecgéo
experimental, no dia 0 e 5°, 8° 13° 21° d.p.i., 0os animais foram colocados para defecar sobre

papel toalha limpo e imido. As amostras de fezes de cada animal foram recolhidas e realizada



27
a contagem de ovos por grama de fezes segundo o método de Cornell-MacMaster (GORDON;

WHITLOCK, 1939) para monitoramento da infeccao.

3.6 Obtencdo e contagem de ovos/ g de fezes

A obtencdo dos ovos utilizados para a producdo do extrato antigénico foi realizada no
8° d.p.i. (pico de maior eliminacdo). Para tanto, trés animais experimentalmente infectados por
S. venezuelensis foram colocados individualmente para defecarem sobre papel toalha limpo e
umido. As fezes foram recolhidas e processadas para a estimativa de ovos/g de fezes segundo o
método de Cornell-MacMaster (GORDON; WHITLOCK, 1939) e os ovos recolhidos e

armazenados a -70° C até o momento do uso.

3.7 Obtencédo de amostras de soro e recuperacdo de fémea partenogenética de S. venezuelensis

Para a obtencdo das amostras de soro, os ratos de ambos os grupos em cada ponto da
cinética (0 e 5°, 8°, 13° e 21° d.p.i.) foram sacrificados por exsanguinacdo total por puncdo
cardiaca apos anestesia (Cloridrato de cetamina na concentracdo de 60 mg/kg e cloridrato de
xilazina 7 mg/kg). O sangue coletado foi centrifugado a uma rotagdo de 3000 r.p.m. por 10
min. para obtengdo das amostras de soro. O sobrenadante obtido foi recolhido, alicotado e
armazenado a -20° C até 0 momento do uso.

Para recuperacdo de fémeas partenogenéticas os animais sacrificados no 8° d.p.i., apos
a coleta do sangue, o intestino delgado foi removido, colocado em placa de Petri contendo
solucdo salina, seccionado longitudinalmente e incubado a 37 ° C por duas horas. Apds serem
recuperadas as fémeas partenogenéticas, foi realizada a contagem segundo Sato; Toma (1990)

e armazenadas a -20° C para posterior uso.
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3.8 Producdo de extrato alcalino de larvas (L3), fémeas partenogenéticas ou ovos de

S.venezuelensis

A extracdo antigénica alcalina foi realizada segundo Machado et al. (2003) com
modificacbes. Foram utilizadas aproximadamente 300.000 larvas (L3), 500 fémeas
partenogenéticas ou 300.000 ovos de S. venezuelensis. No tubo contendo a solucdo resultante
do rompimento das larvas, fémeas ou ovos foi adicionado 1 mL de NaOH (hidroxido de sddio)
0,15 M com inibidores de proteases, e este preparado permaneceu em repouso por 18 h a 4° C
sob agitacdo lenta. Posteriormente, foi acrescentado 0,5 mL de HCI (&cido cloridrico) 0,3M até
atingir pH 7,0 e a mistura foi centrifugada a 12400 g por 30 min a 4° C. O conteldo proteico do

sobrenadante foi dosado pelo método de Lowry et al. (1951).

3.9 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) comparativo na deteccdo de anticorpos
antilarvas L3, antifémeas partenogenéticas ou antiovos de S. venezuelensis em soro de ratos
ndo-imunossuprimido e imunossuprimido.

O teste ELISA foi realizado de acordo com protocolo descrito por Gongalves et al.
(2012c). Placas de microtitulacdo de baixa afinidade (BioAgency Laboratories, Sdo Paulo,
Brasil) foram sensibilizadas com extrato alcalino de larvas L3 (10 pg/mL), fémeas
partenogenéticas (10 ug/mL) ou ovos (10 ug/mL) de S. venezuelensis em tampé&o carbonato-
bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 por 18 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes
em PBS-T por 5 minutos e ent&o blogueadas com solucdo de leite desnatado em PBS-T 3% por
30 min a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados 50uL das amostras de soro (1:10) diluidos
em PBS-T. As placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C, lavadas como descrito
anteriormente e incubadas com 50uL de anti-IgG de rato conjugado com peroxidase (HPR)

(Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen, Germany) no titulo de 1:8000 por 45 minutos a 37°C, sendo
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lavadas novamente e reveladas pelo substrato H,O, (Merck KGaA© Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) + o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen, Germany), apds 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo foi interrompida adicionando-se
25 uL de H2SO4 2N (Merck KGaA®© Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). A densidade dptica
(DO) foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan; Flow Laboratories, McLean
VA) utilizando filtro de 492nm. Os resultados foram expressos como indice ELISA (IE), de
acordo com a formula: IE = DO amostra/cut off, onde cut off foi estabelecido como a média de
DO de trés controles negativos acrescida de dois desvios padrdes. As amostras foram

consideradas positivas quanto IE > 1.

3.10 Gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) dos extratos
alcalinos de larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos de S. venezuelensis.

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) foi realizada para analise do perfil eletroforético dos extratos alcalinos ou transferéncia
para realizacdo de Immunoblotting. Os extratos alcalinos e padrdes de peso moleculares foram
submetidos a SDS-PAGE 12%, em condic¢des desnaturantes e nao redutoras, de acordo com
Laemmli (1970).

O mini-gel foi preparado entre placas de vidro (10x10 cm) com espacadores em
politetrafluoretileno de 0,75-1,0 mm de espessura em suporte proprio do sistema completo de
cuba eletroforética vertical para mini-gel. Foram necessarios dois tipos de geéis para o
procedimento: gel de separacdo e gel de empilhamento. O gel de separacdo foi preparado
utilizando-se Tris-HCI, 0,375 M, pH 8,8, SDS (dodecil sulfato de sodio) a 1%, EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) a 2mM, solucé@o de acrilamida a 30% e bis-acrilamida a 0,8%,
TEMED (N,N,N,N-tetrametil etilenodiamino) a 0,125% e APS (Persulfato de aménio) a

0,125%. O gel preparado foi adicionado lentamente entre as placas seladas, para evitar a
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formacéo de bolhas no gel. Para impedir a polimerizacdo do gel na presenca de oxigénio foi
colocado butanol até a formacéo de fina camada, que foi descartada apds a polimerizacdo. Em
seguida, o gel de empilhamento foi depositado na placa sobre o gel de separacdo e moldado
rapidamente com pente em politetrafluoretileno para a formacdo de pocos de aplicacdo de
amostras. O gel de empilhamento foi preparado com Tris-HCl a 0,125 M, pH 6,8, SDS a 0,1%,
EDTA a 2mM, solucdo acrilamida/bis-acrilamida a 5%, TEMED a 0,125%, APS a 0,125% e
agua destilada. Antes da aplicacdo no gel, as amostras de extrato alcalinos de larvas L3, fémeas
partenogenéticas ou ovos foram diluidas em tampéo de amostra 2X contendo tris-HCI 100 mM,
pH 6,8, SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2% e glicerol a 20% ou tampdo 10X contendo tris-
HCI 500 mM, pH 6,8, SDS a 10%, azul de bromofenol a 0,25%, EDTA 200 mM e sacarose a
20%, e submetidas a aquecimento em banho-maria por 3 minutos para desnaturacdo proteica
completa.

As placas foram encaixadas nas cubas para eletroforese contendo tampéo de corrida
Tris-glicina. O tampéo de corrida pH 8,3 foi preparado com solucgéo de glicina a 0,19 M, Tris
0,025 M; SDS 0,075% e EDTA 1,95 M. A migracdo dos polipeptidios foi realizada em
corrente de 20 mA e voltagem de 150 V por aproximadamente 1h e 30 min.

Apos a corrida o gel foi corado com nitrato de prata pelo método de Friedman (1982)

ou realizada a transferéncia para Immunoblotting.

3.11 Immunoblotting para deteccdo de anticorpos antilarvas L3, antifémeas partenogenéticas ou
antiovos de S. venezuelensis em soro de ratos ndo-imunossuprimido e imunossuprimido.

Os extratos alcalinos de larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos submetidos a

eletroforese em géis de poliacrilamida foram transferidos do gel para membranas de
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nitrocelulose como porosidade de 45 um, de acordo com técnica de Towbin, Staehelin e
Gordon (1979).

Foi utilizado sistema de eletrotransferéncia semi-imido para acondicionar um sandwich
com: papel de filtro, gel, membrana de nitrocelulose e papel de filtro. Todo o sandwich foi
umidecido em tampdo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 nM e metanol 20%) e
colocado em cuba mida de transferéncia para aplicacéo de corrente elétrica de 300 mA por 1h
e 40 min. Ao término da transferéncia as membranas de nitrocelulose foram coradas com
solucdo de Ponceau S a 0,5% em 4&cido acético a 1%, para confirmar as bandas
eletrotransferidas. As membranas de nitrocelulose foram cortadas em tiras de 3mm para reagéo
de immunoblotting. As tiras de nitrocelulose foram colocadas em cubas apropriadas para a
reacdo de immunoblotting. Para o bloqueio dos sitios inespecificos, as tiras foram incubadas
com 1 mL/pogo de PBS-T acrescido de 5% de leite desnatado (PBS-TM) por duas horas, a
temperatura ambiente sob agitagdo horizontal lenta. Em seguida as tiras foram lavadas com
PBS-TM a 0,05%. Para reacdo de immunoblotting foram utilizados pool do soros dos animais
de todos os dias da cinética (0 e 5°, 8°, 13°, 21° d.p.i.) diluidos a 1:30 em PBS-TM a 1% para
um volume final de 500 pL/pogo e incubados com as tiras por 18 horas a 4°C sob agitacéo
horizontal lenta.

Apbs as 18 h foram submetidas a seis ciclos de lavagens durante cinco minutos cada,
com PBS-TM 0,05%, sendo posteriormente adicionados 500 uL do conjugado anti-IgG de
ratos conjugado com HPR (Sigma-Aldrich Co., Deisenhofen, Germany) na diluicdo 1:500 em
PBS-TM a 1%. Apos duas horas sob agitacdo lenta a temperatura ambiente, as tiras foram
submetidas a um ciclo de seis lavagens com PBS-TM 0,05% com intervalos de cinco minutos
cada. O immunoblotting foi revelado com 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Co.,

Deisenhofen, Germany) em tampé&o salino adicionado de Tris e HCI (TBS-HCI pH 7,4 0,02 M)
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e peroxido de hidrogénio (H,O, 30%). Apobs a visualizacdo das fracGes proteicas reativas a
reacao foi interrompida por lavagens sucessivas com agua destilada.

Posteriormente, cada tira foi analisada com base no reconhecimento das fragdes

imunogénicas pelos anticorpos presentes nas amostras de soro testadas. As bandas

polipeptidicas foram analisadas utilizando o programa computacional de anélise de imagens

Image J versdo 1.47 (Instituto Nacional de Saude , Bethesda, USA).

3.12 Andlise estatistica

Para a analise estatistica do ELISA foi utilizado o software GRAPHPAD PRISM
versdo 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA). As varidveis foram analisadas com os testes
ndo-paramétricos por Two Way ANOVA seguido pelo pds-teste Bonferroni. As diferencas
estatisticamente significantes foram consideradas quando p < 0,05. O peso molecular das
fracdes proteicas foi estimado a partir da curva de regressao linear construida pelos valores dos
pesos moleculares dos marcadores em relacdo ao Rf (motilidade relativa) através do software
GRAPHPAD PRISM versdo 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA). O Rf foi obtido a partir
da seguinte formula:

Rf= distancia da origem a migracao/distancia da origem até o ponto de referéncia

3.13 Normas de biosseguranca

Todo o procedimento de coleta, manuseio dos materiais bioldgicos e reagentes, bem
como a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca descritas por Mineo (2005).



4. RESULTADOS

4.1 Comparacdo de ELISA na deteccao de anticorpos antilarvas L3, antifémeas partenogenéticas
ou antiovos de S. venezuelensis em soro de ratos ndo-imunossuprimido e imunossuprimido.
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Em amostras de soro, a IgG especifica para larva de S. venezuelensis foi detectada

preferencialmente durante o 5° e 0 8° d.p.i em animais ndo-imunossuprimidos, sendo capaz

de

apresentar reducao significativa (p<0,05) com indices de reatividade abaixo do limiar no 21°

d.p.i. Nos animais imunossuprimidos, a 1gG foi detectada durante toda a cinética

experimental, persistindo inclusive no 21° d.p.i.(Figura 1 a, b).

Para o extrato alcalino de fémea partenogenética a deteccdo de IgG especifica ocorreu

principalmente no 5° d.p.i. no grupo ndo-imunossuprimido, enguanto no grupo

imunossuprimido apresentou reatividade limitada apenas no 8° d.p.i., ndo apresentando

significancia em ambos 0s grupos.

No extrato de ovos a deteccdo ocorreu no 5° e 8° d.p.i. com auséncia de reatividade

no

21° d.p.i. no grupo ndo-imunossuprimido. Para o grupo imunossuprimido o extrato de ovo

apresentou indices de reatividade a partir do 13° até 21° d.p.i. (Figura 1 a, b).
O extrato alcalino de larvas apresentou melhores resultados enquanto o extrato

fémeas ou de ovos a detec¢do variou durante a cinética.

de
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Figura 1: ELISA comparativo na deteccédo de 1gG anti S. venezuelensis frente aos extratos alcalinos de larvas, fémeas e ovos
em amostras de soros de ratos. a) grupo ndo-imunossuprimido, b) grupo imunossuprimido. Controles
representados pelo dia zero (0). Barras indicam a média e o erro padrdo (*estatistica significante entre larva e
fémea,” estatistica significante entre larva e ovo). *, * p<0,05; ** p<0,01 ***,™** p<0,001.

4.2 Perfil eletroforético dos extratos alcalinos de larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos de S.
venezuelensis.

O perfil eletroforético dos extratos alcalinos submetidos ao gel SDS-PAGE a 12% e
corados com prata esta representado na Figura 2. Observou-se pela analise pelo software
Image j a presenca de perfil eletroforético distintos entres os extratos alcalino de todas as
formas evolutivas do parasito com peso molecular variando de 14 a 91kDa, mas com presenca
de alguns padrdes de picos representativos das bandas proteicas indicando proximidades de
peso moleculares.

O extrato alcalino de larvas L3 apresentou aproximadamente 8 fracGes proteicas dentre
elas as de 14, 15, 17, 21, 25, 50, 70 e 91 kDa. Para o extrato alcalino de fémeas
partenogenéticas foram identificadas fracdes de 14, 25, 31, 32, 50, 68 e 70 kDa. No gel do
extrato alcalino de ovos observou-se 5 fragbes com pesos moleculares de 25, 35, 36, 50 e 70
kDa. Os trés extratos compartilham entre si fragdes proteicas correspondentes com peso
molecular entre 70, 50, 25 kDa (Figura 2).
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Figura 2: Pefil eletroforético dos extratos alcalinos de larvas L3, fémeas partenogenéticas ou ovos de S. venezuelensis em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12% corado com nitrato de prata. Peso Molecular (PM), extrato de larva L3
(L), extrato de fémea partenogenética (F) e extrato de ovos (O). Andlise realizada por software Imagej (Instituto
Nacional de Salde , Bethesda, USA).

4.3 Immunoblotting para detec¢do de anticorpos antilarvas L3, antifémeas partenogenéticas ou
antiovos de S. venezuelensis em soro de ratos ndo-imunossuprimido e imunossuprimido.

A deteccdo de anticorpos anti-lgG por immunoblotting com extrato alcalino de larvas
L3 no grupo ndo-imunossuprimido apresentou padrdo de reatividade mais tardio em
comparagdo com o grupo imunossuprimido. FragcOes proteicas reativas de 17kDa presentes no
grupo nédo imunossuprimido no 13° e 21° d.p.i., foram expressadas no grupo imunossuprimido
a partir do 5° d.p.i. persistindo nos dias restantes da infeccdo. Ambos 0s grupos apresentaram
fracdes proteicas similares na deteccdo de 1gG na cinética, fracGes de 50 kDa foram reativas no
8°, 13° e 21° d.p.i. tanto no grupo ndo-imunossuprimido como no grupo imunossuprimido. O
dia zero da infeccdo apresentou fragOes proteicas inespecificas de 91, 75 e 35 kDa em ambos
0s grupos, permanecendo reativas ao longo da cinética (Figura 3 a, b). A analise do 8° d.p.i.

demonstrou um padrdo de reatividade mais acentuado no grupo imunossuprimido em
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comparagdo com o grupo ndo-imunossuprimido, com fracfes proteicas de 71, 60, 42, 38, 37 e
30-17 kDa no grupo imunossuprimido e ausente no grupo ndo-imunossuprimido (Figura 3 a,
b).

Para o extrato alcalino de fémeas partenogenéticas a reatividade para IgG ocorreu nas
fraces proteicas de alto peso molecular entre 136-71 kDa. Observou-se padrédo de reatividade
precoce no grupo imunossuprimido em comparacdo com 0 grupo ndo-imunossuprimido.
Fracdes proteicas de 71 kDa presente no grupo nao-imunossuprimidos apenas a partir do 21°
d.p.i. estavam presentes no grupo imunossuprimido no 5 ° d.p.i.. FracGes reativas de 85-80
kDa estavam presentes no grupo imunossuprimido a partir de 8 d.p.i. enquanto no grupo néo-
imunossuprimidos as mesmas fracdes estavam presentes apenas no 13° e 21° d.p.i . O controle
da reacdo apresentou fracOes inespecificas, a fracdo de 136 kDa esta presente em ambos o
grupos e a fracdo de 73 kDa no grupo ndo-imunossuprimido (Figura 4 a, b).

Para o extrato alcalino de ovos fracBes proteicas reativas de baixo peso molecular de 35
a 20 kDa apresentaram-se em ambos os grupos (Figura 5 a, b). Para o grupo imunossuprimido
observou-se um padrdo de reatividade diferenciado com fracgdes reativas entre 31-20 kDa no 8°
d.p.i. que ndo se mostraram no 13° e 21° d.p.i., demonstrando fragdes proteicas de 59-40 kDa
no 13 ° e de 42 e 59 kDa no 21 d.p.i. (Figura 5b). O controle da reacdo apresentou fragoes
inespecificas de 128 kDa somente no grupo imunossuprimido.

Painel comparativo entre os extratos alcalinos de larvas L3, fémeas partenogenéticas e
ovos de S. venezuelensis e seu perfil de reatividade de acordo com os dias da cinética de
infeccdo em ambos 0s grupos experimentais estdo representados na figura 6. Fracdes proteicas
reativas ocorreram em todos os dias da cinética da infeccdo com maior reatividade no 13 ° e
21° d.p.i. para 0 grupo ndo-imunossuprimidos e 8° d.p.i. no grupo imunossuprimido. Ao
comparar o compartilhamento de fracbes imunoreativas entre 0s extratos alcalinos foi

verificado que o extrato alcalino de larvas e ovos compartilham fracbes no grupo
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imunossuprimido de 42 kDa, 30, 29 e 25 kDa, com a maioria sendo reativa no 8 d.p.i. com
excecao da fracdo de 42 kDa presente no 13° e 21° d.p.i. no extrato alcalino de ovos e no 8°
d.p.i. no extrato alcalino de larvas. O extrato alcalino de fémeas partenogenéticas ndo mostrou
compartilhamento de reatividade entre os extratos no grupo ndo-imunossuprimido, sendo
condicionada a um unico compartilhamento com fragcdes de 71kDa no 8° d.p.i. com o extrato

alcalino de larvas no grupo imunossuprimido.
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Figura 3: Immunoblotting para detecgio de 1gG anti S. venezuelensis em amostra de soro de ratos, frente ao extrato alcalino
de larvas L3 de S. venezuelensis. a) Grupo ndo-imunossuprimido b) Grupo imunossuprimido. Fracdes proteicas
em kDa, d.p.i — dias pos-infeccdo. Analise realizada por software Imagej (Instituto Nacional de Salde , Bethesda,

USA).
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Figura 4: Immunoblotting para detecgdo de IgG anti S. venezuelensis em amostra de soro de ratos, frente ao extrato alcalino
de fémeas partenogenéticas de S. venezuelensis. a) Grupo ndo-imunossuprimido b) Grupo imunossuprimido.
Fracdes proteicas em kDa, d.p.i — dias pos-infeccdo. Analise realizada por software Imagej (Instituto Nacional de

Salde , Bethesda, USA).
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Figura 5: Immunoblotting para deteccdo de IgG anti S. venezuelensis em amostra de soro de ratos, frente ao extrato alcalino
de ovos de S. venezuelensis. a) Grupo ndo-imunossuprimido b) Grupo imunossuprimido. FragBes proteicas em
kDa, d.p.i — dias pos-infeccdo. Analise realizada por software Imagej (Instituto Nacional de Saude , Bethesda,

USA).
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Figura 6: Painel comparativo de deteccio de fracOes proteicas imunorreativas frente ao extrato alcalino de larvas L3,
fémeas partenogenéticas ou ovos de S. venezuelensis. a) Grupo nao-imunossuprimido b) Grupo imunossuprimido.

FracGes proteicas em kDa, d.p.i — dias p6és-infeccéo.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a deteccdo de 1gG antilarvas, fémeas partenogenéticas e ovos
de S. venezuelensis em amostra de soro de ratos ndo-imunossuprimidos e imunossuprimidos
utilizando técnicas de immunoblotting.

A literatura consultada ndo apresentou pesquisas que utilizassem as tres formas
evolutivas de S. venezuelensis para producdo de extrato antigénico como também técnica de
Immunoblotting para deteccdo de IgG anti Strongyloides venezuelensis utilizando amostras de
soro de ratos sendo a discussdo embasada em estudos utilizando amostras de soro humano,
outras espécies de Strongyloides.

No ELISA, observou-se perfil de reatividade para o extrato alcalino de larvas, com
deteccdo a partir do 5° d.p.i. no grupo nao-imunossuprimido e cessando no 21° d.p.i., enquanto
0 grupo imunossuprimido iniciou-se a reatividade no 5° d.p.i. persistindo apds 21° d.p.i.. Esse
mesmo perfil de reatividade é observado nos extratos alcalinos de fémeas partenogenéticas e
ovos de S. venezuelensis, tanto no ELISA quanto no immunoblotting.

No immunoblotting o perfil de reatividade permaneceu com deteccdo de IgG por
fragbes imunoreativas a partir do 8° d.p.i. no grupo ndo-imunossuprimido e a partir do 5° d.p.i.
no grupo imunossuprimido com mesmo perfil de reatividade nos extratos alcalinos de fémeas
partenogenéticas e ovos de S. venezuelensis. Experimento anterior de deteccdo de IgG anti S.
venezuelensis utilizando ELISA frente ao extrato alcalino de larvas em soros de ratos o grupo
ndo-imunossuprimido demonstrou reatividade a partir do 13° d.p.i. enquanto os animais do
grupo imunossuprimido apresentaram reatividade em todos os dias da cinética de infeccéo
(GONGCALVES et al., 2012c). Estudo em amostras de soro humanos utilizando extrato alcalino
de diferentes formas de S. venezuelensis na deteccdo de 1gG anti S. stercoralis em humanos

pelo ELISA apresentou dados similares com o melhor resultado para a deteccdo de anticorpos
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IgG anti S. stercoralis usando extrato alcalino de larvas de S. venezuelensis, porém todos os
extratos apresentaram deteccdo de IgG (GONCALVES et al., 2012b).

O grupo imunossuprimido apresentou maior eficiéncia na deteccdo de IgG anti S.
venezuelensis frente aos extratos alcalinos, um fato que pode ser explicado devido a
imunossupressao pela administracdo de dexametasona que promove hiperinfecgdo nos animais
podendo resultar em uma carga antigénica maior, devido a maior quantidade de larvas
infectantes, bem como aumento do numero de fémeas partenogenéticas e consequente
aumento na fertilidade produzindo mais ovos. Machado et al. (2011) em seu estudo
demonstraram que a dexametasona, quando administrada a camundongos BALB/c infectados
com S. venezuelensis, promove aumento dos neutrdéfilos circulantes e diminuicdo de eosinéfilos
e células mononucleares no sangue e lavado bronco-alveolar, com diminuicdo da producédo de
TNF-a, IFN-y, interleucina (IL-3, I1L-4, IL-5, IL-10, IL-12) e imunoglobulinas (IgG1, 1gG2,
IgE), com aumento na carga parasitaria nos animais com consequente hiperinfeccdo e
disseminacdo. Em recente revisdo Yasuda et al. (2014) destacaram a importancia da imunidade
inata e adquirida na expulsdo rapida do parasito S. venezuelensis em roedores, o que demonstra
o0 papel destas duas vias envolvidas no combate a infec¢éo e a importancia da interacdo de ILC,
células (células linfoides inatas) e eosinéfilos com producdo de 1L-33 que induz IL-5 e IL-3
promovendo eosinofilia pulmonar auxiliando na expulsdo de larvas nos pulmées como também
a importancia da contribuicdo do perfil Th2 em associacdo com IgG1 e IgE para a expulsao.
Também supomos que a metodologia empregada no processo de imunossupressao possa ter
contribuido, pois os animais consumiram a vontade solucdo de dexametasona podendo alguns
animais ter consumido menor quantidade de solugdo ndo produzindo uma imunossupressao
igualitaria entre todos os animais do grupo.

No presente estudo utilizando amostras de soro de ratos foi detectado padrédo de

reatividade com fracgOes proteicas imunorreativas entre 90 e 75kDa, 50-33 kDa e de 26-14 kDa
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para 0 extrato alcalino de larvas em ambos os grupos, no entanto, o perfil do grupo
imunossuprimido incluiam frag6es de 71-37 kDa, sendo este 0 extrato com melhor eficacia na
deteccdo de 1gG. O extrato alcalino de fémeas partenogenéticas expressou fracdes de 136-71
kDa em ambos 0s grupos experimentais e o extrato alcalino de ovos fragcdes de 136 kDa e 36-
28 kDa foram observadas no grupo nao-imunossuprimido enquanto no grupo imunossuprimido
mostraram fracdes reativas de 59-40 kDa e 35-20kDa, o perfil de reatividade de ambos os
extratos ndo foi tdo eficaz como o extrato de larvas, porém detectaram fracdes imunorreativas
durante o percurso da infecdo em ambos grupos experimentais.

Levenhagen e Costa-Cruz (2014) em uma revisdo recente sobre diagnostico da
estrongiloidiase humana relataram que em estudos anteriores utilizando diferentes extratos de
Strongyloides sp. e técnica de imunotransferéncia as frages proteicas imunoreativas
apresentaram pesos moleculares entre 26-28, 31-33,41-45, 120-160 a 205 kDa.

Todos os extratos alcalinos apresentaram fracdes inespecificas no dia 0 da infeccdo
sendo este o controle dos experimentos, isso pode ser devido a utilizagdo de animais
convencionais na pesquisa, podendo estes apresentarem infec¢fes por parasitos comensais que
apresentaram reatividade cruzada com antigenos de S. venezuelensis.

FracOes proteicas imunorreativas de 26-14 kDa presentes no extrato alcalino de larvas
L3 foram relevantes no presente estudo em particular na deteccdo precoce da infeccdo pois
apresentaram-se no inicio da cinética de infeccdo. Sato et al. (1990) utilizando tecnica de
immunoblotting para deteccdo de 1gG anti S. stercoralis em amostra de soro humano,
identificaram variacdo na reatividade de fracdes proteicas entre os pacientes, porém fracGes de
97, 66, 41 e 26 kDa foram identificadas na maioria das amostras de soros dos pacientes. Em
estudo realizado para identificacdo de proteinas do choque térmico (Heat-shock proteins -
HSP) durante a tranformacdo de larva infectante para estagio parasita de S. venezuelensis

observou-se um aumento de fracGes proteicas de 70 kDa além de complexos de 16 e 22 kDa no



45
immunoblotting, sendo estas proteinas relacionadas com o processo de transformacdo de
estagios do parasito (Tsuji et al., 1996).

Fracdo proteica imunorreativa de 26 kDa presente apenas no extrato alcalino de larvas,
também antecipou o diagndstico para o grupo immunossuprimido. Estudos realizados com soro
humano na identificacdo de epitopos de larva de S. stercoralis apresentou fracdo proteica
imunorreativa de 26 kDa com alta frequencia no grupo com estrongiloidiase (Sudré et al.,
2007), podendo essa fracdo ser homologa a fracdo proteica identificada em nosso estudo com
S. venezuelensis em soro de ratos imunossuprimidos, podendo esta ser estrapolada em testes
com soro humano.

No grupo imunossuprimido fracdes de 17 kDa presente apenas no extrato alcalino de
larvas pode apresentar uma potencial ferramenta diagndstica sendo utilizada como um
marcador de infeccdo precoce em individuos imunodeprimidos, mas para este propdsito mais

estudos serdo necessarios.

6. CONCLUSOES

v Todos os extratos alcalinos detectaram 1gG anti S.venezuelensis no ELISA.

v' O extrato alcalino de larvas L3 foi mais efetivo na deteccdo de IgG anti S.
venezuelensis, com melhor reatividade no grupo imunossuprimido.

v" No immunoblotting a deteccdo de fracbes proteicas no grupo imunossuprimido foi
adiantada em relacdo ao grupo ndo-imunossuprimido para os trés extratos alcalinos.

v As fragdes de 91, 75, 35 kDa foram inespecificas para o extrato alcalino de larva L3, a
fracdo de 136 kDa o extrato de fémea partenogenética e a de 128 kDa para o extrato

alcalino de ovo.
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v" No extrato alcalino de larvas L3 fracbes proteicas imunoreativas de 26 e 17 kDa
apresentaram reatividade a partir do 5° d.p.i. no grupo imunossuprimido antecipando o
diagnostico representando um possivel marcador de infeccdo em casos de

imunossupressdo.
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